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(57) Abstract 

Non-replicatable viral recombinant vectors which 
are recognizable by muscle cell receptors, and furthermore 
modified by an insertion nucleic acid coding for a poly- 
peptide sequence to be expressed in said muscle cells, are 
used to obtain a drug for treating muscle cell diseases or 
diseases which, by virtue of their location in the body, are 
accessible to the products of the expression of the above 
mentioned nucleotide sequence, as secreted by said muscle 
cells. A method for producing said vectors, vectors such as 
those described above, and their use in pharmaceutical 
compositions are also provided. 

(57) Abrege 

L'invention concerne .'utilisation de vecteurs recom- 
binants d'origine virale, non replicables, et susceptibles 
d'etre reconnus par les recepteurs de cellules musculaires, 
ces vecteurs etant en 'outre modifies par un acide nucleique 
d'insertion codant pour unc sequence polypeptidique dont I'expression dans lesdites cellules musculaires est rech erchee, pour 
I'obtention d'un medicament destine au traitement de pathologies affectant les cellules musculaires ou de pathologies dont la lo- 
calisation dans 1'organisme les rendent accessibles aux produits de I'expression de la sequence nucleotidique sus-mentionnee se- 
cretes par lesdites cellules musculaires. L'invention concerne egalement un precede d'obtention de ces vecteurs, et des vecteurs 
tels que decrits ci-dessus et leur utilisation dans des compositions pharmaceutiques. 
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VECTEURS RECOMBINANTS VIRAUX POUR L'EXPRESSION DANS DES CELLULES MUSCULAIRES 



L • invention concerae des vecteurs recombinants 
d'origine virale comportant une sequence nucleotidique 
codant pour un polypeptide determine, et leur 
utilisation pour 1- expression de ce polypeptide dans 
des cellules musculaires. L- invention vise egalement 
un precede, d-obtention de ces vecteurs, ainsi que 
leurs applications, notamment en tant que medicaments 
dans le domaine des pathologies musculaires. 

Le probleme, non resolu jusqu'a maintenant, de la 
diffusion directe d'un gene vers un tissu specif ique 
fait obstacle au development de la therapie genigue 
dans le domaine des maladies musculaires. 

Les diverses tentatives de modification du tissu 
musculaire realises jusqu'a ce jour sont 
prrncipalement celle de i a fusion de cellules 
musculaires avec un muscle note (Salminen, A. , et al 
Hum. Gene Ther. 2, 15-26 (i 99 i, , Partridge, T.A., et 
al., Nature 337, 176-179 (1989)), et celle procedant 
par injection d'ADN directement dans les muscles 
(Wolff, j.a. et al. Science 247, 1465-1468 (1991); 
Acsadi, G. , New Biol. 3, 71-81 (1991)). 

La methode procedant par fusion, chez des souris 
de precurseurs de cellules musculaires provenant d'un 
donneur normal, avec des fibres musculaires d'un bote 
(Partridge, T.A. , et al. cite ci-dessus) a ete 
realisee avec succes et cette therapie cellulaire a 
fait 1'objet d'essais preliminaires chez- des enfants 
Toutefois, cette approche semble presenter trop 
d'inconvenients pour etre applicable au traitement de 
pathologies musculaires. En effet, les capacites de 
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circulation sanguine, tout en protegeant ces acides 
nucleiques de !• agression de divers constituants 
sanguins ♦ 

Un autre but de la presente invention est de 
mettre a la disposition du public des compositions 
pharmaceutiques permettant le traitement des maladies 
musculaires, et plus particulifcrement des pathologies 
gdn6tiques du systeme musculaire, ou encore de 
pathologies dont la localisation dans l^rganisme les 
rendent accessibles aux produits de 1' expression des 
acides nucleiques sus-mentionnes , ces produits etant 
secretes par lesdites cellules musculaires. 

La presente invention decoule de la decouverte 
faite par les inventeurs, du fait que l l on retrouve 
l'activite 0-galactosidase dans de nombreux tissus 
apres injection a des souris de vecteurs recombinants 
d'origine virale, plus particulierement d • adenovirus , 
dans le genome desquels a 6te insdre le gfene codant 
pour la 0-galactosidase. Parmi ces tissus, on peut 
citer les poumons, le foie, l*intestin, le coeur et 
les muscles du sguelette. L 1 expression du gene de la 
0-galactosidase est constante dans le temps, puisgue 
la proportion des cellules de couleur bleue 
(coloration obtenue a la suite de l 1 expression de ce 
gene) dans le tissu musculaire est a peu pres 
equivalente d'un mois a un autre. 

La figure 1 represente un exemple de construction 
d'un vecteur recombinant selon 1' invention et 
correspondant a l 1 adenovirus de type Ad5 dans le 
genome duquel est insert le gene de la 0-galactosidase 
sous le controle du promoteur RSV. 

La presente invention a pour objet 1 •utilisation 
de vecteurs recombinants d^rigine virale, non 
replicables, et susceptibles d'etre reconnus par les 
recepteurs de cellules musculaires, humaines ou 
animales, infectables par ces virus, ces vecteurs 
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Lutili d ' eXeBPleS d ' autres Promoteurs dont 

1 utilisation peut etre envisage, on mentionnera • 
- le promoteur du gene IE de CHV (cytomegalovirus, 

les promoteurs inducibles MMTV (Mouse Mammary 

Tumor Virus) ou metallothionine. 

La force du promoteur utilisable peut etre 
appreciee dans des essais semblables a ceux qui sont 

TIT ^ eX6ffiPleS SUivent ' P~ e ^»Ple par 
substitution dans l es ve cteurs de ces exemples du 

promoteur etudie au promoteur contenu dans le LTR de 

*SV et par devaluation de 1-intensite d'expression du 

aargueur obtenu, intensite qui peut alors etre 

comparee a celle obtenue avec le promoteur de LTR de 

La guantite de vecteurs administree dans 
1 organxsme est avantageusement choisie de maniere a 
deborder le systeme immunitaire de Lorganisme dans 
leguel ii s sont injectes. 

Avantageusement la voie d • administration choisie 
dans le cadre de la presente invention est la voie 
xntra-veineuse ou intra-arterielle. 

Parmi les pathologies affectant des cellules 
ausculaires sus-mentionnees , on peut citer des 
pathologies genetigues telles que la dystrophie 
nusculaire. p 

A ce titre 1 ' acide nucleique insere dans le 
genome du vecteur viral, et dont est recherchee l a 
diffusxon dans la masse musculaire, comprend un 
sequence nucleotidique codant pour un polypeptide 
susceptible de traiter la pathologie en question, et 
Plus particulierement de jouer le role dans la cellule 
musculaire du polypeptide normalement present dans une 
cellule saine, mais dont la deficience est due soit a 
une production anormalement faible, voire nulle, de ce 
polypeptide, soit a une erreur dans sa sequence en 
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dont est recherchee la diffusion dans la masse 
musculaire, cet acide nucleique etant place sous le 
controle d'un promoteur susceptible d'etre reconnu par 
les polymerases des cellules musculaires, notamment le 
promoteur fort de la region precoce E1A du genome des 
adenovirus . 

Un vecteur recombinant prefere de 1- invention est 
caracterise en ce que cet acide nucleique recombinant 
est constitue de tout ou partie du gene de la 
dystrophine. 

L' invention conceme egalement des compositions 
Pharmaceutiques comprenant un ou plusieurs vecteurs 
recombinants tels que decrits ci-dessus, en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. * 

L- invention a egalement pour objet un precede 
d obtention des vecteurs recombinants decrits ci- 
dessus qui comprend apres l.etape de construction 
proprement dite de ces vecteurs par introduction de 
1' acide nucleique d' insertion dans leur genome, une 
etape de transformation de lignees cellulaires 
transformables d'eucaryotes superieurs (notamment 
d« engine humaine ou animale) comportant elles-memes 
une sequence distincte de nucleotides apte a 
complementer la partie du genome de !• adenovirus 
essentielle pour la replication de ce dernier et dont 
le susdit vecteur est depourvu, ladite sequence 
distincte etant de preference incorporee au genome des 
cellules de ladite lignee cellulaire. 

A titre d'exemple prefere de telles lignees 
cellulaires, on mentionnera la lignee 293, lignee de 
rem embryonnaire humain qui contient, integres dans 
son genome, les onze premiers pourcents de l'extremite 
gauche du genome d'un Ad5. Ceux-ci permettent de 
complementer des virus recombinants defectifs qui 
portent des deletions de cette region. Un tel precede 
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1' adenovirus dl324 traite par 1* enzyme de restriction 
Clal (correspondant a un mutant de deletion E3; la 
deletion 6tant effectuee entre les positions 78 , 4 et 
84,3 du genome de 1* adenovirus represents sur la 
figure 1) , aprfes transfection de cellules 293 
(cellules embryonnaires humaines de rein transformees 
par 1* adenovirus et mentionnees ci-dessus) afin de 
generer le vecteur recombinant Ad-RSV-0gal. Le gene 
nlslacZ est controle par le promoteur RSV LTR et 
possede le signal de polyadenylation du virus SV40. 
Le virus recombinant ainsi obtenu est incapable de se 
repliquer en raison de la delation des genes El. 

2. Etude du transfert du gene par 1 1 intermediaire 
de 1* adenovirus aux organes de souris. 

Des souris Balb/C agees de 4 jours ont subi une 
injection intra -veineuse de 20-40 microlitres 
d 1 adenovirus recombinants hautement purifies, Ad-RSV- 
0gal (10 9 unites formant des plages : UFP/ml) les 
organes ont ete preleves 15 jours apres injection et 
traites avec du paraformaldehyde 4% dans un tampon 
phosphate pendant 30 minutes. Apres rin?age les 
organes ont ete incubes pendant une nuit a 30 m C dans 
une solution X-gal. Les organes entiers ont ensuite 
ete congeles et prepares de maniere appropriee pour 
effectuer des cryosections (de 10 micrometres 
d'epaisseur) , sections qui ont ete colorees h l'aide 
d'hematoxyline et d'eosine. 

La mise en evidence par coloration histochimigue 
de la maniere indiquee ci-dessus de l'activite ^- 
galactosidase sur les sections effectuees indigue la 
presence dans les cellules des organes preleves du 
gene insere dans I 1 adenovirus vecteur. 

L'examen macrocospique du coeur ainsi que des 
muscles du squelette preleves sur ces souris 
trait6es, revele la grande efficacite avec laquelle a 
ete ef fectue ce transfert de gene apres seulement vine 



WO 93/06223 



PCT/FR92/00898 



11 

KEVEHDICATXONS 

1. Utilisation de vecteurs recombinants 
d'origine virale, non replicables, et susceptibles 
d'etre reconnus par les recepteurs de cellules 
musculaires , humaines ou animales, infectables par ces 
virus, ces vecteurs etant en outre modifies par un 
acide nucleique d 1 insertion contenant tine sequence 
nucleotidigue codant pour une sequence polypeptidique 
dont l 1 expression dans lesdites cellules musculaires 
est recherchee, cette sequence 6tant sous le controle 
d'un promoteur reconnu par les polymerases de ces 
cellules, pour l'obtention d'un medicament 
administrable par la voie general e, notamment intra- 
veineuse ou intra-arterielle, et destine au traitement 
de pathologies affectant les cellules musculaires ou 
de pathologies dont la localisation dans l'organisme 
les rendent accessibles aux produits de 1" expression 
de la sequence nucleotidigue sus-mentionnee secretes 
par lesdites cellules musculaires. 

2. Utilisation de vecteurs selon la 
revendication 1, caracterisee en ce que ces vecteurs 
sont choisis panni les adenovirus defectifs dont les 
genomes sont depourvus de sequences essentielles 
necessaires a la replication de ces adenovirus, et 
plus particulierement des transactivateurs EA et EB. 

3. Utilisation de vecteurs selon la 
revendication 1 ou la revendication 2, caracterisee en 
ce que 1' acide nucleigue d 1 insertion est compris dans 
un gdnome d£fectif d 1 adenovirus comprenant ndanmoins 
1 1 ensemble de celles des sequences essentielles 
necessaires a 1 'encapsidation de ces adenovirus. 

4. Utilisation de vecteurs selon l*une des 
revendications 1 a 3 , caracterisee en ce que 1 • acide 
nucldique d 1 insertion est const itue de tout ou partie 
d § un gfene sain de la dystrophine. 
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